口腔内粘膜細胞を使ったテロメア長に関する基礎的研究 ―口腔内粘膜細胞のテロメア長と生活習慣および出生時の両親の年齢との関係について― by 高橋, 珠実 et al.
口腔内粘膜細胞を使ったテロメア長に関する基礎的研究
――口腔内粘膜細胞のテロメア長と生活習慣および
出生時の両親の年齢との関係について――
高 橋 珠 実??・新 井 淑 弘??・大 島 喜 八??・小 屋 佐久次??
1）群馬大学教育学部
2）群馬大学教育学部保健体育講座
3）群馬大学健康支援総合センター
4）㈱和漢薬研究所
（2009年 9月 30日受理）
Telomere length in normal human oral keratinocytes
―― The association between telomere length in oral keratinocytes and
 
lifestyle and the ages of donor’s parents when they were born――
Tamami TAKAHASHI??,Yoshihiro ARAI??,Kihachi OHSHIMA??and Sakuji KOYA??
1）Faculty of Education,Gunma university,4-2 Aramaki,Maebashi,Gunma,371-8510 Japan
 
2）Department of Health and Sports Science,Faculty of Education,Gunma University,
4-2 Aramaki,Maebashi,Gunma,371-8510 Japan
 
3）Health Center,Gunma University,4-2 Aramaki,Maebashi,Gunma,371-8510 Japan
 
4）Wakanyaku Medical Institute Ltd.,1193 Akagiyamaookawara,
Fujimi,Seta,Gunma,371-0101 Japan
（Accepted on September 30th,2009）
?．はじめに
“aging”とは、時間に依存する蓄積性、進行性、
内因性、および心身に有害性の機能的、構造的変化
で、通常は生殖的に成熟した頃に現れ、結局は死に
よって完結するものである??。ここ 20年、「アンチエ
イジング（抗老化）」という言葉がマスメディアで頻
繁に取り上げられるようになっている。これは、以
前より行われていた老化研究が応用段階に入り、一
般に受け入れられるようになったためと考えられ
る。これらを概観してみると、生活習慣の改善、栄
養摂取、サプリメント、運動など様々な方法で老化
に伴う身体機能の低下を抑制できることを主張して
いる????。
老化のメカニズムに関する研究は、今までに多く
の分野で行われ、さまざまな知見が得られている。
特にヒトの老化に関しては医学、薬学はもとより、
生理学、生化学、細胞生物学、運動科学など様々な
分野から研究が進められており、アンチエイジング
を目的とした応用研究が進められている???。
細胞レベルでみたヒトの老化では、大きく 2つの
種類がある。一つが神経細胞や心筋細胞のように高
度に分化して、生まれてからほとんど分裂・増殖し
ない細胞（非分裂細胞）と、もう一つは皮膚や粘膜
組織の細胞のように常に分裂・増殖を繰り返してい
る細胞（分裂細胞）である。
73群馬大学教育学部紀要 芸術・技術・体育・生活科学編 第 45巻 73―91頁 2010
前者、非分裂細胞は一生をその細胞が機能し続け
ていくことから、老化の原因は主にその細胞自体の
機能低下であると考えられている。そこでは活性酸
素による細胞障害の蓄積が主なものであり、老化現
象の抑制には活性酸素の発生抑制と消去系の強化が
重要であると考えられている。また、生理的代謝に
伴う老廃物や活性酸素などにより障害された生理的
機能物質の蓄積などの関与もかかわっており、代謝
機能の改善効果もアンチエイジング（抗老化）の戦
略として注目されている??。
一方、後者すなわち分裂細胞ではその分裂能力の
減退が老化に伴う機能低下の主因と考えられてい
る??。増殖細胞の分裂能には限りがあり、繊維芽細胞
培養の「ヘイフリック限界」???はヒト胎児細胞では
40回～60回に及ぶ集団倍化を行うが、成人の細胞で
は 20回止まりである??。さらに、一定の培養条件で
は分裂・増殖速度も低下したり、遺伝子の複製に間
違い（エラー）が生じたりすることが知られてい
る??。
テロメアはこれらの細胞の分裂にかかわる DNA
上の構造として知られている。テロメアは人を含む
ほとんどの高等生物の染色体の末端に見られる構造
（エンドキャップ構造）で、脊椎動物では TTAGGG
の塩基配列が数百回から数千回繰り返された構造を
持っている。テロメアは染色体を傷害から護り、染
色体の正常な長さを保ち、核膜やその他の細胞構築
物と協調して核の正常な構成を保つという役割を
持っている??。そして、ヒト線維芽細胞を用いた in
 
vitroの実験では、細胞分裂が行われる際に平均
50bp???程度のテロメアの短縮が進行していき、in
 
vivoでは初代培養細胞のテロメア長の平均値はド
ナー年齢が 1年増すごとに 15bp短くなることを明
らかにした??。さらに、約 4kbp???になるとその細胞
は分裂能を失うことが明らかになっている??。近年、
短くなったテロメアは染色体異常の原因となり、発
癌の引き金になっているとの考えが提唱され??、テ
ロメア短縮と加齢に伴う疾病増加との関与も指摘さ
れている???。
最近の研究では、適度な運動???やストレスの少な
い生活習慣?????、マルチビタミン???が、白血球のテロ
メア短縮を抑制するという報告がなされており、後
天的因子によりテロメア長の短縮が抑制され、分裂
細胞の老化を抑制することができることが示されて
いる。また、肥満や喫煙、酸化ストレスと白血球の
テロメア長も関連が示され、これらの因子がテロメ
ア長短縮を促進させていることが報告されてい
る?????????。一方、精子のテロメア長は年齢による短
縮がみられなかった???ことから、生殖細胞ではテロ
メアの長さを保つためにテロメラーゼが働いている
ものと考えられている。
「アンチエイジング」研究は分野が多岐にわたる。
生活の質（Quality of life）を考慮した予防医学の分
野から考えて、生活習慣が「アンチエイジング」に
大きな影響を与えていることが明らかになってい
る。筆者らはここ数年、老化に関する基礎的研究を
行ってきた。若年層を対象に行った研究では、喫煙
習慣が大学生の血液流動性に悪影響を与えている可
能性を報告した???。また免疫機能の指標とされる
NK細胞活性についての研究では、大学生の喫煙習
慣や朝食欠食習慣がレジスタンスエクササイズ後の
回復期のNK細胞活性低下を促進させている可能
性を明らかにし???、これらの結果から、若い頃からの
生活習慣改善の重要性を強調した。運動習慣の効果
に関する研究では、レジスタンストレーニングが女
子大学生の体力、筋力の向上、およびNK細胞活性
の増加に影響を与える可能性を報告した???。さらに、
紙飛行機を用いた運動の効果に関する研究では、大
学生や中高年者に対する紙飛行機を用いた運動の効
果として身体機能の向上、精神面の健康維持・向上
に与える影響等を報告した?????。このような老化に
関連する研究を進める中、より有効に老化や健康の
評価を行うことができる指標について検討する必要
性が生じてきた。そこで、本研究では、比較的簡単
にサンプリングを行うことができる口腔内粘膜細胞
のテロメア長の測定を評価指標として、その有用性
を検討することを目的とした。
＊注 1 ヘイフリック限界：ヒトを含む真核生物の体細胞に
は細胞分裂回数に限界があることが知られている。こ
の現象は発見者の名前をとって「ヘイフリック限界」と
呼ばれている。
＊注 2 bp（ベースペア；塩基対）：DNA量の単位
＊注 3 kbp（キロベースペア）：1kbp＝1,000kbp
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?．目 的
口腔内粘膜細胞サンプリングするメリットは、痛
みを伴わないため被験者にとっての負担が少ないこ
と、被験者がサンプリングを容易に行えること、と
いう点が挙げられる。このようなことから、本研究
は、口腔内粘膜細胞を用いたテロメア長測定の有用
性について検討することを第一の目的とした。また、
白血球中のテロメア長を用いた先行研究より、さま
ざまな生活習慣がテロメア長の短縮に影響を与えて
いることが示されていることから、口腔内粘膜細胞
のテロメア長と生活習慣の関係を検討することを本
研究の第二の目的とした。さらに、先天的な要因が
口腔内粘膜細胞のテロメア長に与える影響について
も検討を行った。
?．方 法
１．テロメア長とテロメアーゼ活性の測定法および
測定条件の検討
口腔内粘膜細胞のテロメア長およびテロメラーゼ
活性の測定方法を検討するため、予備実験を行った。
１）口腔内粘膜中のテロメア長の測定
粘膜中のテロメア長の測定は、使用実績や供給の
安定性などを考慮して、Telo TAGGG Telomere
 
Length Assay（Roche社製）を用いて行った。解析
はMolecular Imager FX（BIO-RAD社製）を使用
した。
(1) Fast DNA Kit（Q-Biogene社製）を用いて
DNA抽出を行い、濃度を測定したが、測定できな
かったため、電気泳動による確認を行った。同時に
制限酵素処理の確認も行った。その結果、サンプル
の方は全くバンドが見えてないことから、サンプル
の DNAは抽出できていないことがわかった（図
1）。制限酵素処理を行うと分子量の小さい方にバン
ドがシフトすることから、制限酵素処理は問題なく
行われている。Fast DNA Kitは少量の DNA抽出に
は向いていないようなので、キットを変更すること
にした。口腔内粘膜上皮細胞の採取できる量から考
え、Roche社製のHigh Pure PCR Template Prepara-
tion Kitを使用することにした。
(2) キットを変えて実験を行ったところ DNA
抽出を行うことができ、テロメア長の測定を行うこ
とが出来た（図 2）。結果をみると、sample DNAは
control DNA に比べて染色されているところが長
いことがわかる。これはゲノム DNAが壊れてし
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図１ Fast DNA Kit（Q-Biogene社製）を使った DNA抽出
電気泳動を行って確認した画像
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図２ テロメア長の測定結果の画像
図３ エタノール沈澱による影響の検討結果の画像
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まっているためではないかと考えられる。そこで
DNA抽出の過程を検討することにした。抽出の過
程で DNAを壊す原因として考えられるのは、遠心、
凍結、ピペッティングやボルテックスによる撹拌な
どがある。
(3) エタノール沈澱による影響を検討した（図
3）。DNAの濃縮をエタノール沈澱により行ってい
たが、その過程で－20℃に一晩放置することと、そ
の際の遠心による影響があるのではないかと考え
た。そこで、共沈剤を用いて、－20℃にしないものと
の比較を行った。また、低温にすることによる影響
を少なくするために、先に制限酵素で処理をして、
DNAを短くしておいてからエタノール沈澱を行う
ことも考え比較した。その結果、DNAを抽出しただ
けの状態と、エタノール沈殿したものと、バンドに
違いが見られなかった。この結果より、エタノール
沈殿によって DNAが壊れているということではな
いと考えられた。また、操作の過程で－20℃に一晩
おいたものと、共沈剤により沈澱させたものでの違
いは見られなかった。
(4) 次に DNA抽出のときの遠心の強さとキッ
トの影響を調べた（図 4）。キットのプロトコールに
よると 8000×gで遠心をすることになっている。こ
の影響を調べるために 1400×gで遠心をして抽出し
たものと比較を行った。また、細胞内のたんぱく質
などを分解して DNAを残したものとの比較を行っ
た。レーン 2、3、9はキットを用いて DNA抽出を
行った。レーン 5、7は細胞溶解液を作製し、それを
用いて DNA 抽出を行った。レーン 2と 3を比べる
と、アプライする量を半分にしてもバンドの下に引
きずったようなあとが見られる。アプライする量が
多すぎるということではないようである。レーン 2
と 9を比べてみると遠心の強さが問題ということで
はないようである。遠心が弱いと DNAの収量も少
なくなることもわかる。レーン 2とレーン 5、7にあ
まり違いがないことからキットの問題ではないと考
えられる。キットでも細胞溶解液を用いても、制限
酵素処理には問題がないことが明らかになった。
(5) サンプルを連続 5回取り、1回目と 5回目の
DNA量の違いを検討した（図 5）。口腔内粘膜細胞を
採取する時に何度か採取を行うと集められる細胞は
始めの方が多い傾向が見られた。そこから得られる
図４ DNA抽出のときの遠心の強さとキットの影響を検討した結果の画像
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図５ サンプル 1とサンプル 5の DNA量を比較した結果の画像
図６ サンプル 1～ 6の DNA量を比較
した結果の画像
図７ サンプル 1～ 6のバンドの体積
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DNA量に違いが見られるかを調べた。方法は口腔
内粘膜細胞を 1から 5本、1本につき 1分程度擦り
取ったサンプルから DNAを抽出した。その結果、1
本目と 5本目の違いがレーン 5、6、7、8でわかる。
1本目より 5本目の方が多くの DNAを抽出でき
た。また 1本目の方がレーンの下の方に壊れた
DNAが多いこともわかった。また、このサンプルは
精製を行っていないのでレーン 2、3の精製を行って
いるサンプルに比べ不純物が多いことがわかった。
図 6は、サンプル 1から 6の順に口腔内粘膜細胞
を 1分間ずつ擦り取って、DNA抽出を行ったもの
である。1本目では薄いバンドしか見られないが、
徐々にバンドが濃くなっていく（図 7）。これは始め
の方に擦り取られた細胞は、DNAも壊れてしまっ
ているものが多いためと考えられる。
(6) 後の方に擦り取ったサンプルほど DNAが
こわれていないことがわかったが、ハイブリダイゼ
イション後にもその傾向は見られるかどうか確認し
た（図 8）。サンプル 1から 6の順に口腔内粘膜細胞
を擦り取ったサンプルを用いて、サザンブロットを
行った。初めの方のサンプルより、後に取ったサン
プルの方が低分子側の広がりが小さいように見え
る。この理由は、後に取ったサンプルの方が DNAは
壊れていないためと考えられる。
サンプルの順番で DNA 量に違いが見られるこ
とから、細胞にも違いがあると考え、口腔内粘膜細
図８ サンプル 1～6をサザンブロットした結果の画像
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胞の生細胞数のカウントを行った。口腔内細胞をサ
ンプル1から6の順に1分間ずつ擦り取り、トリパ
ンブルー染色を行い、その生細胞数及び全細胞数を
カウントした（表1）。1本目のサンプルは擦り取る
ことができる細胞数は多いが、その中で生きている
細胞は少ない。回数を重ねるごとに生細胞の割合が
増加する傾向にあることがわかる。口腔内粘膜細胞
のトリパンブルー染色の顕微鏡写真を載せた（図9、
10）。
以上の実験の結果から、DNA抽出にはHigh Pure
 
PCR Template Preparation Kit（Roche社製）、を用
いた。口腔内粘膜細胞テロメア長の測定では、Telo
 
TAGGG Telomere Length Assay Kit（Roche社製）
用い、サンプルを採取する際には1本目の綿棒で細
胞表面を擦り取り、この綿棒は廃棄し、2本目からサ
ンプルとして採取することとした。テロメア長の測
定にはサンプリング3回目以降のものを用いること
とした。
表１ サンプル1～6の生細胞数および全細胞数
1ml中の
生細胞数
1ml中の
全細胞数
生細胞の
割合(％)
サンプル1  3.1×10? 7.2×10? 4.3
サンプル2  1.6×10? 2.8×10? 5.6
サンプル3  1.6×10? 3.0×10? 5.3
サンプル4  3.1×10? 2.3×10? 13.3
サンプル5  9.4×10? 4.7×10? 20.0
サンプル6  1.6×10? 3.3×10? 4.8
図９ 口腔内粘膜細胞のトリパンブルー染色の顕微鏡
写真
A：死細胞（核まで染まっている）
B：生細胞（染色されていない）
図10 口腔内粘膜細胞のトリパンブルー染色の顕微鏡写真
ほとんどの細胞がトリパンブルーで染色されている。擦り取ら
れる細胞は死んでいるもしくは死にかかっている細胞が多いこ
とがわかる。
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２）口腔内粘膜細胞テロメラーゼ活性測定
口腔内粘膜細胞テロメラーゼ活性は、TRAP???
ELISA Telomerase Detection Kit（CHEMICON社
製）を用い、PCR Thermal Cycler Dice（タカラバ
イオ株式会社製）で DNAの伸展と増幅、その後
Micro Plate Reader Model 550（BIO-RAD社製）
を用いて活性の検出を行った。
(1) キットの使用方法の確認のため、予備実験を
行った。サンプルは 2種類準備して、それぞれ 2回
測定した。なお、telomerase positive controlには、
テロメラーゼ陽性細胞抽出液を使用し、PCR/
ELISA positive controlには、合成オリゴヌクレオチ
ド TSR8溶液を、contamination controlには、
CHARS Lysis bufferを使用した。結果は、sample 1、
2とも A＜0.150なのでテロメラーゼ活性は認め
られなかった（表 2）。
(2) PCR産物を 10％アクリルアミドゲルで電
気泳動を行った（図 11）。その結果、telomerase posi-
tiveは 50bpからバンドが見られ、telomerase nega-
tiveは 36bpにバンドが見られた。
口腔内粘膜細胞のテロメラーゼ活性を測定するこ
とができたことから、予備実験と同じ方法で本実験
を行うこととした。
２．調査および測定
１）被験者
被験者をボランティアで公募し、集まった被験者
は群馬大学に所属する大学生 10名（男子大学生 6
名、女子大学生 4名）、教職員 16名（男性 11名、女
性 5名）および大学生の保護者 1名（女性）であっ
表２ テロメラーゼ活性予備実験の結果
A450  A655  A450-A655  A
 
sample 1-1  0.292  0.070  0.222 －0.021
 
sample 1-2  0.394  0.105  0.289  0.046
 
sample 2-1  0.192  0.105  0.087  0.004
 
sample 2-2  0.195  0.103  0.092 －0.009
 
sample 1 heat cont  0.332  0.089  0.243 (＜0.250)
sample 2 heat cont  0.151  0.068  0.083 (＜0.250)
telomerase positive control  1.439  0.141  1.298
 
PCR/ELISA positive control  0.607  0.091  0.516 (＞0.800)
contamination control  0.189  0.109  0.080 (＜0.200)
A450：450nmの吸光度、A655：655nmの吸光度、 A（デルタA）：sample（A450-A655)-heat cont（A450-A655)
A＞0.150で陽性
図11 電気泳動の画像
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た。調査・実験は群馬大学教育学部研究倫理審査専
門委員会の基本方針に従い実施した。調査・実験に
先立って、各被験者に測定の趣旨、内容、スケジュー
ル、サンプリングに伴い起こりうる危険やトラブル
等、調査・実験に伴う副作用、データの利用などを
説明の上、書面による同意を得た。
２）測定・検査項目
測定日の注意事項として、被験者には測定前の 2
時間は飲食を控えるよう指示し、午前中に測定を
行った。また測定前には問診表により健康状態の
チェックを行い、被験者の現在の体調を把握した上
で実験に参加してもらった。測定・検査項目を表 3に
示した。
３）実験方法
⑴ アンケート調査、形態測定
被験者は体調調査、生活習慣アンケート記入後、
形態測定、血圧測定を行った。
⑵ 口腔内粘膜細胞サンプルの採取
形態測定、血圧測定後、口腔内粘膜細胞サンプル
の採取を行った。口腔内粘膜細胞を採取する際は、
まず超純水を用いて 3回、口の中をすすぎ、次に 1本
目の綿棒（のど用綿棒滅菌済みロングタイプ ス
ロート：日本綿棒）で口腔内全体を 60秒ほどかけ
て、口腔内の清掃もかねて上皮細胞を擦りとり、こ
の 1本目の綿棒は廃棄した。2本目の綿棒（メン
ティップ病院用綿棒：日本綿棒）からサンプルとし
て採取した。サンプル採取は各回とも両頰裏側を中
心とした口腔内の同じ場所を 60秒間綿棒で擦る作
業を被験者自身で行ってもらい、それを 5回繰り返
した。口腔内を擦った綿棒を各階ごとに 1.5㎖
チューブ（PBS 1ml入り）にいれ、サンプルを懸濁
した。遠心機（マイクロ冷却遠心機：KUBOTA社
製）を用いてサンプルを 10000rpm 5分の遠心をか
けた後、チューブ内の pelletを残して PBSを捨て
た。その後 pelletは－80℃のディープフリーザーで
保存でした。
⑶ テロメア長の測定
High Pure PCR Template Preparation Kit（Roche
社製）を用い、口腔内粘膜細胞からゲノム DNAを抽
出した。次にエタノール沈殿による DNA濃縮を行
い、Telo TAGGG Telomere Length Assay（Roche
社製）を用いて DNAの制限酵素処理を行った。
表３ 測定・調査項目および測定・検査機器
測定・調査種類 測定・調査項目 測定キット・検査機器等
口腔内粘膜細胞 テロメア長 High Pure PCR Template Preparation Kit（Roche社製）
Telo TAGGG Telomere Length Assay（Roche社製）
Molecular Imager FX（BIO-RAD社製）
画像解析ソフトQuantity One（BIO-RAD社製）
テロメラーゼ活性 TRAP??? ELISA Telomerase Detection Kit
（CHEMICON社製）
PCR Thermal Cycler（タカラバイオ株式会社製）
Microplate Reader（BIO-RED社製）
形態測定 身長
体重、BMI、筋肉率、体脂肪率
基礎代謝量
身長計
体重体組成計HBF-3541T（オムロン社製）
血圧・心拍数 最高血圧、最低血圧
安静時心拍数
デジタル自動血圧計HEM-1010（オムロン社製）
体調等調査 睡眠の質、体調、疲労感、ストレス度 睡眠の質、体調、疲労感、ストレス度調査用紙
生活習慣調査 喫煙習慣、飲酒習慣、運動習慣、
睡眠習慣、食習慣、口腔内のやけど、
コーヒー摂取習慣、ストレス等
生活習慣調査アンケート
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DNAの切断に続き、DNA断片をゲル電気泳動で分
離し、サザンハイブリダイゼーションを行うために、
ナイロンメンブレンへの転写を行った。ブロットし
た DNAを DIG標識テロメアリピート特異的プ
ローブとハイブリダイズし、AP標識抗 DIG抗体と
インキュベートした。最後に、固相化されたテロメ
アプローブをアルカリホスファターゼの発色基質で
あるNBT/BCIP solution（Roche社製）で可視化し
た。平均的な TRFの長さは分子量マーカーとの比
較で決定し、Quantity One（BIO-RAD社製ソフト）
を使いテロメア長を計測した。テロメアは細胞内に
たくさん存在しており、それぞれの長さが異なるこ
とから、1本のバンドとしては見られず、ある程度広
がって見える。各レーンのシグナルの強さの最も高
い所をテロメア長として、分子量マーカーと比較し
て分子量を決定した。
⑷ テロメラーゼ活性の測定
Extractの調整では、凍結保存しておいたサンプル
に TRAP??? ELISA Telomerase Detection Kit
（CHEMICON社製）に付属の CHAPS Lysis Buffer
（細胞溶解溶液）を入れて 30分間氷の上に置き、そ
の後 12000gの 20分間 4℃で遠心分離を行った。上
澄みを回収し、細胞内のたんぱく質や DNAを集め
た。次に TRAP???ELISA Telomerase Detection Kit
（CHEMICON社製）を用い、PCRによる DNAの
伸展と増幅を行った。PCRによる DNAの伸展と増
幅を行う際、Extractにプライマーとして b-TS、グア
ニン、シトシン、アデニン、チミンのヌクレオチド
などを加え、Telomeraseによる Telomere配列の付
加を行うために PCR Thermal Cycler Dice（タカラ
バイオ株式会社製）を用いて 30℃で 30分間イン
キュべートした。次に 94℃へ加熱し 30秒（2本鎖
DNAを 1本鎖に分かれさせる）、55℃へ冷却し 30
秒（1本鎖 DNAとプライマーをアニーリングさせ
る）の 2ステップを 33サイクル行い、DNAの増幅
を行った。次に、TRAP???ELISA Telomerase
 
Detection Kit（CHEMICON社製）を用いて、ELISA
法による Telomerase活性の検出を行い、その結果を
基に解析を行った。活性の検出はMicro Plate
 
Reader Model 550（BIO-RAD社製）を用いて 450nm
と 690nmの吸光度を測った。
４）統計処理
年齢とテロメア長の関係を検討する際、出生時の
父親、母親および両親の年齢の平均とテロメア長の
関係を検討する際、相関係数を求め、無相関の検定
を行った。生活習慣がテロメア長に与える影響につ
いて検討する際、2群間の比較においては独立 2群
の t検定を用い、3群以上を比較する際は一元配置
分散分析を用いて行った。なお、統計処理には、統
計解析ソフト、エクセル統計 2008（社会情報サービ
ス社製）を用い、有意水準はいずれの場合も危険率
5％未満とした。
?．結果および考察
１．被験者プロフィール
被験者はボランティアで公募し、集まった被験者
は群馬大学に所属する大学生 10名（男子大学生 6
名、女子大学生 4名）、教職員 16名（男性 11名、女
性 5名）および大学生の保護者 1名（女性）であっ
た。年齢は男性が 18歳～45歳（10代 3名、20代 6
名、30代 7名、40代 1名）、女性は 19歳～60歳（10
代 1名、20代 5名、30代 0名、40代 2名、50代 1名、
60代 1名）であった。年齢層で男女にばらつきがみ
られたが、年齢の比較において、有意差は認められ
なかった、男女別の被験者プロフィールを表 4に示
した。
表４ 男女別の被験者プロフィール
男性(n＝17)
mean  SD
女性(n＝10)
mean  SD
年齢（歳） 28.4  8.3  32.8  15.4
身長（cm） 170.6  5.2  156.4  4.7
体重（kg） 67.58  7.20  56.40  7.38
筋肉率（％） 34.15  2.43  25.95  2.21
体脂肪率（％） 18.40  5.36  28.43  4.39
 
BMI  23.19  2.03  22.97  2.50
基礎代謝量（cal/日） 1585.6  98.2  1221.2 108.5
最高血圧（mmHg） 128.5  9.2  119.1  8.6
最低血圧（mmHg） 74.3  8.1  70.6  6.4
脈拍（拍/分） 64.2  9.6  70.7  7.1
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２．年齢とテロメア長の関係
テロメア長と年齢との関係を検討したところ、テ
ロメア長と年齢との間に負の相関関係が認められた
（r＝－4893，p＜0.05）（図12）。先行研究で示されて
いる白血球のテロメア長同様、年齢との負の相関が
認められた。
３．男女のテロメア長の比較
男性 17名の年齢（平均 28.4±8.3歳）と、女性 10
名の年齢（平均 32.8±15.4歳）に有意差は認められ
なかった（表 5）。男性と女性のテロメア長の比較を
行ったところ、男女のテロメア長には差は認められ
なかった（表 5、図 13）。
図12 年齢とテロメア長の関係
年齢とテロメア長の間に負の相関関係が認められた。
表５ 男性および女性の年齢とテロメア長の平均
男性（n＝17) 女性（n＝10)
年齢（歳） 28.4±8.3  32.8±15.4
テロメア長(kbp) 8.25±1.1  8.0±2.7
 
mean±SD
図13 テロメア長の男女比較
男性と女性のテロメア長に有意差は認められなかった。
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４．喫煙習慣別テロメア長の比較
喫煙習慣別に群分けを行い、喫煙習慣とテロメア
長の関係を検討した（図 14）。喫煙習慣なし群（21
名）、過去に喫煙習慣あり群（4名）、および現在喫煙
習慣あり群（2名）のテロメア長の比較検定は、サン
プル数にばらつきがあったため、行わなかった（表
6、図 15）。
５．運動習慣別テロメア長の比較
運動習慣別に群分けを行い、テロメア長の比較を
図14 喫煙習慣別のテロメア長の関係（全体の結果)
表６ 喫煙習慣別の年齢とテロメア長の平均（全体の結果)
喫煙習慣なし
（n＝21）
過去にあり
（n＝4）
現在あり
（n＝2）
年齢（歳） 28.4±12.1  34.3±5.1  39.0±8.5
テロメア長（kbp） 8.16±2.04  8.58±0.59  7.1±0.0
 
mean±SD
図15 喫煙習慣別のテロメア長比較（全体の結果)
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行った（図 16）。運動習慣なし群は 4名、運動習慣あ
り群は 23名であった。ここでもサンプル数に差がみ
られたことから、群間の比較検定は行わなかった（表
7、図 17）。
６．辛味調味料使用量別のテロメア長の比較
辛味調味料の使用量別に群分けを行い、テロメア
長の比較を行った（図 18）。年齢の比較において、
「たっぷり使う」群と「少し使う/使う時と使わない
時がある」群の間に有意な差が認められた（p＜0.05）
（表 8、図 19）。テロメア長の比較において、「たっ
ぷり使う」群と「ほとんど使わない」群において有
意な差が認められ、「ほとんど使わない」群のテロメ
ア長が有意に長かった（p＜0.05）（表 8、図 19）。な
図17 運動習慣別のテロメア長の比較（全体の結果)
表７ 運動習慣別の年齢とテロメア長の平均（全体の結果)
運動習慣なし（n＝4) 運動習慣あり（n＝23)
年齢（歳） 41.0±11.5  28.1±10.5
テロメア長（kbp） 6.85±0.78  8.37±1.87
 
mean±SD
図16 運動習慣別のテロメア長の関係（全体の結果)
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図18 辛味調味料使用量別のテロメア長の関係（全体の結果)
表８ 辛味調味料使用量別の年齢とテロメア長の平均
たっぷり使う
（n＝7）
少し使う
使う時と使わない時がある
（n＝12）
ほとんど使わない
（n＝8）
年齢（歳） 38.6±13.4 ? 25.3±6.3  29.8±12.4
テロメア長（kbp） 6.93±1.22  8.16±1.12  9.19±2.53
 
mean±SD
?p＜0.05「たっぷり使う」群と「少し使う/使う時と使わない時がある」群の年齢に有意差
図19 辛味調味料使用量別のテロメア長の比較
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お、「たっぷり」使う群と「ほとんど使わない」群の
年齢の比較では差は認められなかった。
７．出生時の父親の年齢、母親の年齢および両親の
年齢の平均とテロメア長の関係
図 12で示されたように、大学生のテロメア長は他
の年代と比較して、ばらつきが大きくなった。テロ
メア長は生活習慣等、後天的要因が大きく影響する
と考えられたが、先天的な要因についても検討を行
うために、大学生（男子大学生 6名、女子大学生 4名）
のデータを用いて、出生時の父親の年齢、母親の年
齢、および両親の年齢の平均とテロメア長の関係を
検討した（図 20～22）。出生時の父親の年齢とテロメ
ア長の関係について、父親の年齢が高い被験者ほど
テロメアの長さが長くなる傾向がみられた（図 20）。
また、出生時の両親の年齢の平均とテロメア長にお
いても同様の傾向がみられた（図 22）。このような結
果から、先天的な因子がテロメア長に関係する可能
性が示唆された。今後はさらにサンプル数を増やし、
多くの年齢層別での検討を行っていきたいと考え
図20 出生時の父親の年齢とテロメア長の関係（大学生の結果)
図21 出生時の母親の年齢とテロメア長の関係（大学生の結果)
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る。
８．男性および女性対照群の口腔内粘膜中テロメ
ラーゼ活性測定の結果
TRAP??? ELISA Telomerase Detection Kit
（CHEMICON社製）を用いて測定した結果、男性
6名、女性 2名に弱いテロメラーゼ活性が認められ
た。活性が認められたサンプルはAnalysis by Polya-
crylamide Gel Electrophoresis（PAGE）で画像解析
を行った。その結果、男性 1名および女性 2名が擬
陽性と認められた。PAGEの結果の一例を図 23に
示した。無限に分裂できる不死化細胞にテロメラー
ゼ活性が発現していることは広く知られているが、
本研究結果同様、先行研究で正常な口腔内上皮細胞
からテロメラーゼ活性を検出されている???。また、骨
髄や末梢リンパ球、表皮、毛囊、腸粘膜上皮、子宮
粘膜上皮で弱いテロメラーゼ活性がみられることが
わかっている???。今回、正常な口腔内粘膜細胞からテ
ロメラーゼ活性が認められた例もあったことから、
テロメラーゼによって分裂あたりのテロメア短縮速
度を遅らせているという可能性を含めながら、さら
にサンプルを増やし、慎重に検討していきたい。
図22 出生時の両親の年齢平均とテロメア長の関係（大学生の結果)
図23 テロメラーゼ活性が認められ、PAGEで画像解析を行った結果
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まとめ
口腔内粘膜細胞のテロメア長は、ドナーの年齢と
の間に負の相関があることが示された。先行研究よ
り、白血球のテロメア長に年齢との負の相関がみら
れることが明らかになっている。本研究結果より口
腔内粘膜細胞中のテロメア長でも同様に年齢との負
の相関が示され、口腔内の粘膜機能を評価する有用
的な方法として、今後の発展的な研究が期待される。
テロメア長と生活習慣との関係では、辛味調味料
の使用量とテロメア長との関係が示され、たっぷり
使う人に比べ、ほとんど使わない人のテロメア長が
長いことが明らかになった。テロメア長は環境因子
の影響を多く受けると考えられることから、その他
の生活習慣因子、喫煙習慣、運動習慣、飲酒習慣、
ストレス、食習慣、肥満等と口腔内粘膜テロメア長
の関係についてはさらに多くのサンプルを基に検討
を行っていくことが必要である。
今回の被験者のうち、若い大学生でテロメア長に
大きなばらつきがみられた。生活習慣の違いが大き
く認められなかった大学生であったが、その大学生
のみのデータを使い、ドナーの出生時における親の
年齢とテロメア長との関係を検討すると、出生時の
父親の年齢とテロメア長、および両親の年齢の平均
とテロメア長に正の相関傾向がみられた。この結果
から、若年被験者にみられたテロメア長のばらつき
は、先天的な要因が影響している可能性が示唆され
た。また、今回の結果から、出生時の親の年齢でテ
ロメア長の補正を行い、他の後天的な因子との関連
を検討していくことで、何か新しい発見があるので
はないかと考える。その点について検討を行ってい
くことは今後の課題である。
今回の研究では、詳細に検討していくには被験者
数が十分ではなく、特に年齢階層別に検討していく
には、より多くの被験者サンプルが必要となること
が考えられた。また本研究結果から、暦年齢とテロ
メア長との間には有意な負の相関がみられることが
明らかになったが、若年層の解析より、データのば
らつきには後天的な要因のみならず、先天的な要因
が関わっていることが考えられた。このことより、
今後も口腔内粘膜細胞のテロメア長の測定の意義
や、その結果の応用方法に関して、詳細に検討して
いくことは重要であると考えられる。
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